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RESUMEN 
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En el caso del ganado porcino, la técnica tiene su objetivo en las granjas de selección y de machos, granjas 
de reproducción o venta de material sexado. 
La tecnología se basa en diferenciar los espermatozoides con cromosoma X y los que portan cromosoma Y. 
La metodología de las diferentes técnicas estó basada en la diferencia de peso molecular entre el ADN con 
cromosoma X, que es superíor al Y (en el coso de porcino 3,8 veces superior) . 
El inconveniente es que la excesiva manipulación y presión a las que se someten los espermatozoides altera 
su funcionalidad y disminuye considerablemente su viabilidad . 
En el artículo se detallan los aplicaciones de estos espermatozoides seleccionados, como san la pro­
ducción de embriones in vivo o in vitra, y se aclaran las venta jas e inconvenientes de cado procedí · 
miento. 
En conclusión , la rentabilidad de la técnica, y, por tanto, de su aplicación , mejoraró cuando se incre­
mente la velocidad de sorting (selección de espermatozoides), se eleve lo viabilidad de las espermato­
zoides, se tenga lo posibilidad de someterlos a congelación, pueda mejorarse la producción in vitra de 
embriones y simplificarse los proced imientos de transferencia, e incrementarse, finalmente, la tasa de 
partas . 

ABSTRACT 

In the case of pigs, the technique has its objective in the selection and males farms , reproduction farms or 
sale af sexed material. 
The technology is based on differentiating between spermatozaons with chromosome X and the ones that 
carry chromosome y. The methodolagy of the different techniques is based on the difference in molecular 
weight between ADN with chromosome X and ADN with chromosome Y, being the first higher to the second 
( in pigs, 3'8 times higher ). 
The trouble is that the spermatozoons are subjected to an excessive manipulation ond pressure what chan­
ge their functional ity and decrease their viability considerably. 
In the article, the applications of these selected spermatozoons are detailed, like the production of embryos 
in vivo or in vitro, and the advantages and disadvantages of each method ore clarified . 
Finally, the prafitability of the technique, and so of its applicatian, will improve when the sorting velocity ( 
selection of spermatozoons ) increase, the viability of the spermatozoons raise, we have the possibility to 
subject them to freezing , the production of embryos in vitro improve, the transfer methods simplify and, fi ­
nally, the birthrate increase, 
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ItnRoDucCION METODOlOGIA DE SEPARACION DE 
ESPERMATOZOIDES X E Y MEDIANTE 

a poSibilidad de selecCionar las CITOMETRIA D E FLUJO 
poblaciones de espermatozoi­
des X e Y y de este modo elegir 
el sexo de la progenie ha abier­
to un nuevo camino en la pro­
dUCCIón animal. 

Actualmente, esta técnica tiene 
un espeCial Interés cuando se 

dirige a grupos de elevado valor económiCO y/o genétiCO 
ya que esta técnica permitiría la planificación para que el 
sexo de los lechones coinCIdiera con el sexo deseado. 
Además, esta técnica sería de gran interés en combina­
ción con otras como la transferenCIa no quirúrgica de 
embnones que permltirfa la comercialización de embriO­
nes de sexo conoCIdo y, por consiguiente, su introducción 
en las granjas de un modo seguro. 

Hasta el momento. la única técnica 
do sopJrJción quo hJ podido sor roproducidJ on diforon 
tes laboratorios ha sido la separación mediante ci tometrfa 
de flujo . Esta técnica se basa en la diferente fluorescencia 
que emiten los espermatozoides tras la tinción del /lDN, 
diferencia que a su vez se basa en la diferente cantidad 
de ADN que eXiste entre el cromosoma X y el cromosoma 
y (Plnkel el al .. 1Y~l ; )eldel y Johnson, 1YYY; Vazquez el 
al., 2001 c; Vazquez et al., 2002b). 

Estas diferencias no son iguales en 
todas las espeCies, Siendo de un 7,5% en el caso de las 
chinchillas y de, sólo, un 2,8% en el caso de los esper­
matozoides humanos. las especies de interés productivo 
se encuentran entre estos limites siendo de un 3,6% en 
el caso del verraco, 3,7% para caballos, 3,8% para toros 
y 4,2 % para moruecos (Welch y Johnson, 1999). A medi­
da que esta diferenCia es mayor, la separaCión de los 
espermatozOides X e Y se ejecuta con mayor facilidad 
(Pamlla et al. , 2004). 

Durante los últimos 5 aMs se han 
realizado importantes avances en el desarrollo de esta 
téCnica relaCIonados con el conocimiento de la fisiolo~ 

gla del espermatozoide separado, evaluación de la 
mutagenicidad del procedimiento, incremento en el 
rendimiento de separación, mejora de los medios de 
recogida que aumentan la viabilidad y supervivencia 
del espermatozoide, ampliación de la resolución de 
espermatozoides X e Y, etc. (Centurión et al., 2000, 
2003; Johnson et al., 1999; Maxwell et al., 997 ; Pam­
lIa et al., 2001a; Rens et al., 1998; Vázquez et al., 
2002c). 

A diferencia de otros procesos en 
los que están Implicadas las téCnicas de Cltometría de 
f uJo, cuando se trabaja en separaCión de espermatozo­
des, este procedimiento complejo tiene siempre como 
doble obJetiVO el obtener espermatozoides separados en 
poblaCiones X e Y pero, al mismo tiempo, espermatozo­
des que deben ser viables para asegurar una fecundación 
In VltrO o, preferentemente, In VIVO. 

El procedimiento de separación de 
espermatozoides X e Y mediante citometría de flujo 
puede diVidirse en tres diferentes fases: 

1. PreparaCión y tinción de la muestra. 
2. Analisis de la muestra y discriminación de las pobla­

Ciones de espermatozoides X e Y. 
3. Separación de los espermatozoides X e Y. Rendimien­

tos. 

Fase 1: Preparación y linción de la muestra 

Tras la obtención de los eyacula­
dos, los espermatozoides deben ser diluidos en un medio 
que les asegure la Viabilidad hasta el momento de la 
separación . Estos espermatozOides dilUidos deben ser 
Incubados durante 1 hora a 35°( con una solución de 
Hoechst 33342 (H-42). Este fluorocromo tiene como 
característica que se superpone a la doble hélice de ADN, 
de modo que emite más o menos fluorescenCIa en fun­
ción de la cantidad de ADN presente (Johnson y Schul­
man, 1994). Uno de los aspectos mas importantes en 
este proceso es conseguir la establllpad de la tlnción ya 
que SI el tiempo o temperatura de ti,nclón no es la ade­
cuada, las dIIerenClas observadas posteriormente al Cltó­
metro de flUJO son m~s debidas a, pQr ejemplo, la pre­
sencia de espermatOZOides muertos (el H-42 penetra más 
fácilmente) que a una verdadera diferencia entre esper­
malozoldes X y espermatozoides Y. Tras la Incubación es 
Importante verificar al microscopiO que la tlnClón se ha 
prodUCido, asl como que la motllldad de los espermato­
ZOides sigue siendo similar a la que presentaban antes de 
la incubaCión (Vazquez et al., 2002d). 

La principal preocupación en la ut­
lización de este procedimiento, y ya que aunque el H-42 
no se intercala, sino que se superpone al ADN, era el 
potencial etecto mutagénlco que este tluorocromo podía 
ejercer sobre los espermatozoides. SI bien no eXisten eVI ~ 

dencias de mutagenlCldad en aspectos fenotlplcos de los 
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animales naCidos mediante este procedimiento, hemos 
evaluado el efeao mutagénlco mediante técnICas de 
roturas cromosómlCdS (Breaks) e Intercambio de cromátl­
das hermanas (Slxter Chromatide Exchanges). Los resulta­
dos Indicaron que ni en la pnmera ni en la segunda gene­
ración de animales naCidos mediante espermatozoides 
te~ldos con H-42 no se presentaban eVidenCias de muta­
genlCldad (Parrilla et al., 2003b). Se han obtenido estos 
mismos resultados en animales nacidos tras la tlnClón de 
los espermatozoides y el Impacto del láser de ultravioleta 
(Parrilla et al., 2003b). 

Fase 2: Anólisis de la muestra 
y discriminación de las poblaciones 
de espermatozoides X e Y 

Tras la tln06n de los espermatozoI­

des, se procede al análiSIS para Intentar dlscnmlnar dos 
poblaCiones en base a la cantidad de ADN que presenten. 
Este procedimiento no fue posible hasta que en 1982, 
Plnkel et aL, demostraron que esta diferenCIaCIón era 
posible en núcleos de espermatozoides de ratón utilizan­
do un equipo denominado Cltómetro de flUJO. Postenor­
mente, Garner et al. (1983) reahzaron este mismo expe­
rimento utilizando espermatozoides de espeCIes domésti­
cas. En 1989, Johnson et al obtuvieron los pnmeros 
nacimientos en conejos utilizando esta tecnología. 

[1 Cltómetro de fluJo e, un equipo 
altamente sofisticado, cuya funCión es la de medir célu­
las, Que pueden ser anahzadas en base a sus caracterlstl­
cas flslcas (tamano, compleJidad celular) o en base a la 
fluorescencia que emiten tras ser marcadas con un fluo­
rocromo "per se" o unido a otra partícula (antICuerpo, 
lealna, neoglucoconJugado, etc.). 

Los componentes básicos de un 
Cltómetro van a ser el circUlto de admisión de la muestra, 
el haz de luz láser Que eXCItará el fluorocromo, la cámara 
de tlujo o luqar de encuentro entre la célula y el láser, y el 
bloque OptlCO cuyo obJetiVO es el de recoger la tluores­
cenCla emitida por la célu la, y de este modo poder cuan­
tificar esa emiSiÓn. Los resultados obtenidos de fluores­
cenCia quedan refleJados en una pantalla en la cual, 
mediante diferentes programas, se representan en forma 
de poblaCiones las células anahzadas (Vázquez et al., 
2002a). 

El mayor obstáculo que se presen­
ta en la separación de espermatozoides, además de la 
pequel"la diferenCia que existe entre el cromosoma X V el 
V, es la modologra espermática. Los espermatozoides son 
c"lu las planas que van a emit ir una fluorescencia dlferen-

te en funCión de la pOSICIón por la que pasen a través de 
la cámara de flUJO. Esto hace que el diferente grado de 
fluorescencia que el espermatozoide emite en función de 
la pOSICIón por la que pase a través del cltómetro sea 
mayor que la diferenCia de fluorescencia que el esperma­
tozoide emite en función de que transporte un cromoso­
ma X o un cromosoma Y. Por tanto. es necesario hacer un 
pnmer anáhsls de pOSICIón del espermatozoide para, 
Simultáneamente y sólo en los espermatozoides que 
pasan en una posición determinada a través de la c~ma· 
ra de flUJO, analizar la cantidad de ADN de su Intenor y de 
este modo poder diferenciar espermatOZOides X e Y Este 
doble análisis obliga a modificar los CltÓmetros conven­
nnnillp, "pnrin npcp"",n In<;!illnrlp, "n fntnm"ltlpllcilrinr 
frontal capaz de rocQ9lJr flUOriS¡;@ncia. El fott:."multlphr.:a­
dor convencional (90°) servirá para dlscnmlnar entre 
espermatozoides orientados/no-orientados. mientras que 

el fototubo frontal (0°) serVIrá para diSCrIminar entre 
poblaciones de espermatozoides X e Y Aunque de este 
modo es posible discriminar entre espermatozoides X e Y 
de poblaCiones onentadas, el porcentaJe de espermato­
zoides orientados utilizando sistemas de Cltometrla con­
vencionales no alcanza el 10%. Por este motivo, es nece­
sano Incorporar sistemas que permitan Incrementar el 
porcentaJe de espermatozoides onentados que pasan por 
la cámara de flUIO. Hasta el momento se han descnto dos 
procedimientos. El pnmero se basa en la utilizaCión de 
IJn¿:l ¿:IQujC' bl$t?ICld¿:l qu'? int:rt?mpnr~ p<;t"" pnrr'pnt;¡JP" 

híl~tíl el JO%, micntríl:::; que el :::;c-gundo ~ b.:1Al en 1.:1 in:::; 
talaClón de una cámara de flUIO hellcoldal que puede Ile­
qar a Incrementar el porcentale de espermatOZOides 
onentados hasta el 70%. Este incremento en el numero 
de espermatozoides orientados hace que el rendimiento 
del proceso de separación aumente considerablemente. 
Esta tecnología se conoce como Beltsvllle Sexlng Techno­
logy (Johnson et al., 1999; Johnson et al., 2004) 

En nuestro caso, nosotros desarro­
llamos la aplicaCión con el Cltómetro ALTRA de Coulter 
Ca (Miami, fL), equipado con un hypersort y un láser 
Innova IJlJ-b emitiendo en ultraVioleta . Además, presenta 
un tato multiplicador trontal y aguJa biselada . 

Los resultados tras el análiSIS que­
dan refleJados, tras la selecCión de espermatozoides orien­
tados, en un h,stoqrama donde aparece, a la IZQUierda la 
poblaCión menos fluorescente, es decir, aquella que 
corresponde a espermatozoides Y y, a la derecha, una 
población más fluorescente que corresponde a esperma­
tOZOides X. Entre ambas, queda una hendidura que las 
separa. En función de que esta hendidura sea mas o 
menos pronunciada, se podrá seleCCionar para separar 
una población mas o menos qrande. Los resultados con 
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hendiduras pequeñas obl igan a seleccionar una poblaCión 
pequeña ya que gran parte de la poblaCión quedará ubi­
cada en la denominada "zonr:l np cnnfusión". e~ decir, un 
área común compartida entre espermatozoides X y esper­
matozoides Y Estas poblaCiones pueden también dlscri­
mlnarse desde el diagrama de densidades (figura 1). 

~ (a) 

.. 

(b) '1 
(e) 

l· ¡ 
Figura 1. Separación de espermatozoides de 
verraco en función de la presencio de un 
cromosoma X o Y. (o). Diagrama de densidades 
donde se muestran en color rojo las poblaciones de 
espermatozoides X (orribo) y espermatozoides Y 
(abaio); (b) Histograma representando las 
espermatozoides orientados y, consecuentemente, 
susceptibles de ser analizados y (e) histograma de 
los espermatozoides orientados donde se observan 
dos poblaciones que corresponden a 
espermatozoides Y (pico de la derecha) y 
espermatozoides X (pico de la izquierda). 

Fase 3: Separación de las espermatozoides 
X e Y. Rendimientos 

Tras la selección de los espermato­
ZOIdes. se realiza el proceso de separaCión. Básicamente. el 
Cltómetro de flujo pnvuelve a cada célula con una pequeña 
gota de medio. Este mediO que envuelve al espermatozoI­
des está constitUido. comúnmente. per PBS. EDTA y el 1 % 
de albúmina sérica bovina. Estas microgotas son cargadas 
eléctricamente en superfiCie en caso de transportar el esper­
matozoide selecCionado. Finalmente. estas gotas pasan a 
través de las placas deflactoras. Estas placas están cargadas 
con alto voltaje, de tal modo que atraen a las mlcrogotas 

que presentaban carga superfiCial. De este modo, se gene­
ra un chorro lateral, desviado desde el chorro central ocho­
nu ue uesecho, que puede ser recogido en un tubo dife­
rente. En este tubo se recogerá la peblación selecCionada, es 
decir, la que contiene los espermatozoides X o Y Los tubos 
en los que se recogen los espermatozoides separados inclu­
yen un medio que estabiliza y amortigua a los espermato­
ZOides tras su paso por el Clt6metro de flujo. Hay que tener 
en cuenta Que las microgotas Impactan sobre la superfloe 
del tubo a más de 100 km/h. Este mediO está compuesto 
por una solUCión de TRIS-TEST más yema de huevo en una 
concentraCión que va desde el 2% al 20% final y plasma 
seminal (deSde el 1 % al 10%) o fracciones proteicas del 
plasma seminal. Sobre estos tubos se suele recoger 9 veces 
el volumen del medio de recogida depositado. 

La velocidad de separación va a 
depender, entre otras cosas, de la preSión a la que se haga 
pasar la muestra a través del analizador. Aunque la presión 
normal de trabajO es de 12 p.s.l., los nuevos sistemas de 
separación van equipados con los módulos "hypersort" 
que permiten incrementar esta preSión hasta 1 00 p.s.1. 
Hasta el momento, se ha comprobado cómo preSiones de 
trabajO de hasta 62 p.S.L (6 veces por encima de los nor· 
mal) no afectan ni a la Viabilidad (Parrolla et al. 2001 a) ni a 
la fertilidad de la célula espermática (datos no publicados). 

Hasta el momento se han conse­
gUIdo realizar separaciones con unos rendimientos cerca· 
nos a 7 millones de espermatozoides/hora y una pureza 
alrededor del 90% (Rens et al., 1999; Vázquez et al., 
2001c). Esta combinación entre el rendimiento y la pure­
za siempre está equilibrada en 105 sistemas de separación. 
Incrementos en el rendimiento van en detnmento de la 
pureza, y vICeversa. 

EVALUACION DE LA PUREZA DE LA 
SEPARACION DE LOS ESPERMATOZOIDES 

Uno de los aspectos más Importan­
tes en este procedimiento es conocer" a prion", la pureza de 
las poblaCiones separadas. Aunque el método definitIVO es 
conocer el sexo de la descendencia, éste es un procedimien· 
to tardío y, en cualqUier caso, extremadamente costoso. Por 
eso es necesario, tras el análiSiS bajo unas determinadas con­
uIClones, conocer el percentaJe de pureza de la peblaClón. 
Hasta hace muy poco tiempo, el ÚniCO sistema de análisIS 
utilizado era la reevaluaoón de las muestras por Cltometria 
(Johnson, 2000). Las muestras una vez obtenidas eran de 
nuevo teñidas y sometidas a un nuevo examen. La población 
selecCionada (X o Y) era la única que debía estar presente en 
el área de separación. Sin embargo, éste es un método de 
evaluaCIón que utlhza la misma Instrumentación (citómetro) 
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que la ublizada para la obtenCión de la muestra Por esto se 
recomienda utilizar metodologías alternativas para la evalua­
Ción de la muestra Entre ellas se encuentran SIStemas PCR a 
partir de una célula o de estudios semlcuantltatlvos Frente a 
estos métodos, recientemente, se ha descnto una metodo­
logia basada en hibridaCión " In SltU" que permite verificar la 
pureza de las poblaciones basándose en la Inclusión de son­
das específicas de cromosoma porcino X o cromosoma por­
Cino Y marcadas con fluorescenCia en extenSIOnes sobre por­
taobjetos (Karawasakl et al, 1998; Parnlla et al , 2002; Parn­
IIa et al., 2oo3a) (f ígura 2). Este procedimiento de fáCil lec­
tura ya que se realiza baJo el microscopIo de fluorescencia, 
tiene como Inconveniente que no es un procedimiento 
comercial y, por tanto, es necesario constrUir las sondas fluo­
rescentes tras la realizaCión de una PCR sobre el ADN esper­
mático y posterior marcaje con el conjugado fluorescente. 
Este procedimiento permite la evaluación y elecCIón de la 
combinaCión requerida en cada momento de rendimiento y 
pureza (Wekh y Johnson, 1999). 

VIABILIDAD y LONGEVIDAD DE LOS 
ESPERMATOZOIDES SEPARADOS 

Como se comentaba antenormen­
te, el objeto final de esta metodología no es solamente la 
obtenCión de espermatozoides separados para el sexo 
deseado, Sino que también, es necesariO que estos esper­
matoZOIdes mantengan la Viabilidad y la capaCidad fecun­
dante durante el tiempo necesario requerido entre su 
obtención y su utilización ya sea in VIVO o In vltro. Inicial­
mente, aunque la separación era poSible, todos los esper­
matozoides obtenidos estaban muertos, es decir, Inutlliza­
hlp, para el fin Que se pretendía. Tras la mejora del proce­
dimiento de selecCión, asl como de los medios de recogi­
da, la supervivenCia de los espermatozoides separados ha 
aumentado notablemente. Cuando se aplican las técnicas 
de viabilidad (Centurion et al., 2000), triple tinClón fluores­
cente (datos no publicados), análisis computerizados de 
motllidad (Parrilla et al , 2001 a) o clortetraClclina (Maxwell 
y Johnson, 1997) se ha observado que los espermatozoides 
separados mediante Cltometrla de flUJO, en las condiCiones 
y con los medios actuales, son células Inestables, en un 
estado de capaCitación o precapacitaClÓn debido al estrés 
del procedimiento y, sobre todo, a la alta dllucón a la que 
se ven sometidos Este estado se expresa, principalmente, 
en un incremento del calcio Intracltoplasm~tlco. así como 
una modificación en los patrones de motllidad. Sin embar­
go, cuando los medios de recogida contienen plasma semi­
nal o protelnas especificas del plasma seminal (Vázquez et 
al., 2001a; Centurión et al, 2003), los espermatozoides 
separados experimentan una reestabilizaci6n que les per­
miten mantener un porcentaje de espermatozoides móvi­
les y Viables del 80% a 25°C durante, al menos, 15 horas. 

Figuro 2. Hibridación Min si/u '" Fluorescente de 
cromosoma 1 y rrnmosomo y. (o) Metofose de 
linFocifos porcinos mostrando la especificidad de lo 
sonda Fluorescente para cromosoma 1 (verde) y 
poro cromosoma Y (roio). (b) Espermatozoides 
diluidos donde aproximadamente el 50% se morco 
con lo sondo fluorescente de cromosoma y y (e) 
espermatozoide separados poro cromosoma Y 
donde se muestro que el ¡ 00% de las 
espermatozoides presentan cromosoma Y. 

APlICACION DE LOS ESPERMATOZOIDES 
SEPARADOS 

Uno de los aspectos más Importan­
tes es conocer cómo los espermatozoides separados pue­
den ser utllrzados. Se han obtentdo nacimIentos en cone­
JOs, vacuno, porCino, éqUidos, ovino y humanos a través de 
la inseminaCión artIfICial o fecundaCión In Vltro y posterior 
transferenCia de embriones utIlizando espermatozoides 
separados y/o espermatozOides separados y congelados. 

34 ~eY s'o de o Asoc·oc 6n oe 'OI( lno(l,IlI""o Ce"l t fel ~ Cuodef"lOt Cienlilieos ,t.nopOfC 



ESTADO ACTUAL DE LA SELECCiÓN DE SEXO EN LA ESPECIE PORCINA 

Congelación de espermatozoides 
separados 

Debido al ntmo productivo existente 
en las explotaCiones y rendimientos del Sistema de separa­
Ción, la posibilidad de crlopreservar los espermatozoides 
separados seria de gran Importancia en la aplicaCión prácti­
ca de este procedimlento_ Esto, sin duda, aumentaría consi­
derablemente los rendimientos del Cltómetro al tiempo que 
permltiria desplazar la, du>is separadas a larga distanCia. 
Aunque los espermatozoides separados son espermatozoi­
des, Inicialmente, débiles, la IncorporaCión a los medios de 
recogida de plasma seminal o proteinas extraidas desde el 
plasma seminal, pueden generar una reestabilizaClón de la 
membrana que 105 haga aptos para ser sometidos a un pro­
ceso de congelación. Las únicas experiencias de congelación 
realizadas hasta el momento con espermatozoides separa­
dos han Sido hechas con espermatozoides de toro (Schenk 
et al., 1999 y Seldcl et al., 1999) y verraco (Jonson, 2000; 
Bathgate et al., 2003). Si bien en el caso del vacuno, la expe­
riencia en el proceso de congelación, la congelabllldad del 
espermatozoide y la disposición anatómica de los cuernos 
uterinos de la vaca han permitido el nacimiento de terneros 
tras inseminación artificial con espermatozoides separados y 
congelados, en el caso del porCino sólo se han conseguido 
nacimientos tras la Inseminación quirúrgica de las cerdas con 
espermatozoides de verraco separadu~ y c.ongelados. Sin 
embargo, los resultados actuales obtenidos en congelación 
de espermatozoides de verraco (Roca et al., 1999, 2003; 
Carvajal et al., 2001; Eriksson et al., 2001) Y la posibilidad de 
utilizar sondas de inseminación intrauterina profunda en la 
cerda (Martlnez el al., 2001a, Martinez et al., 2002a) hacen 
que la posibilidad de combinar tecnologías de sortinglcon­
gclJClón y su aplicación mediante prcxeOuTlientos no quirúr­
gicos tenga un futuro esperanzador (Bathgate et al., 2003). 

Producción in vitro de embriones 

Debido al baJO número de esperma­
tozoides que el citómetro es capaz de separar por unidad de 
tiempo, una de las posibles vfas en la a~li<.duú" de los esper­
matozoides separados es la produCCIón In vltro de embriO­
nes, bien a través de técnicas convencionales de fecunda­
ción in vitro, bien a través de técnicas de Inyección intraci­
toplasmátlca y la postenor transferenCia de embriones. 

Los primeros resultados se obtUVie­
ron en 1993 (Cran et aL) con espermatozoides de toro, los 
cuales, tras la separación, fueron utilizados en la produc­
ción In vltro de embriones con una buena tasa de naci­
mientos tras la transferenCia. En el caso del poro no, los 
resultados van más retrasados. En 1997 (Rath et aL) y 1998 
(Abeydeera et aL) obtUVieron los primeros naCimientos tras 

la fecundaCión In vltro y posterior transferenCia qUIrúrgICa 
en cerdos. ReCientemente se han publicado los primeros 
nacimientos de lechones nacidos mediante la producción 
de embriones con espermatOZOides sexados e inyectados 
en el citoplasma de los OVOCltOS (le SI) (Probst y Rath, 2003). 

Uno de los aspectos a tener en 
cuenta cuando se trabaja con espermatOZOides separados 
y que los diferenCIa de los espermatozoides frescos utiliza­
dos para fecundaCión In vltro, es el grado de capaCitaCión 
o precapaCltación que alcanzan tras la separación. Esto 
hace que se deban modifICar las condICiones de FIV para 
obtener el máXimo rendimiento (Parrilla et al., 2001 b). Bajo 
estas condiciones se pueden obtener resultados similares a 
los obtenidos con espermatozoides diluidos de hasta un 
30% de blastoclStos a los Siete días tras la fecundaCión In 

vltro (Gil, 2001 ). El prinCipal problema que Sigue mante­
niendo esta tecnología es que, tras la transferenoa embrlo­
nana quirúrgica, los resultados no son los deseados. 
Actualmente, nuevos sistemas de transferencia no qUirúr­
gica en porCino (Martinez et al., 2001 b) Junto a nuevos 
avances en la producción In vltro de embriones (Day, 2000) 
podrian convertir a esta técnica en una técnica de aplica­
Ción práctica como sucede en el caso del vacuno. 

Inseminaciones quirúrgicas y no quirúrgicas 

No cabe duda que el método ideal 
de util ización de los espermatozoides separados seria una 
metodología que empleara la inseminaCión artifICial al 
tiempo que necesitara un bajo número de espermatozoI­
des para conseguir un buen porcentaje de gestaciones 

En el ganado vacuno ésta es una 
técnICa de la que se tiene Importante información en cuan­
to a que son más de 2.000 vacas las inseminadas con semen 
separado. Los resultados obtenidos con espermatozoides 
sexados y, posteriormente congelados, muestran que se 
puede obtener un 50% de gestaciones con una pureza 
esperada del 85% cuando se Inseminan entre un millón y un 
millón y medio de espermatOZOides (Seldel et al., 1999). 

En el ganado porCino la SituaCión 
actual es diferente. Los primeros resultados de gestación 
se obtuvieron realizando InSeminaCiones qUirúrgICas en 
oVlduao (Johnson, 1991). Aunque este sistema de Inse­
minaCión es un procedimiento compleJO, la SimplificaCión 
de las inseminaciones utilizando técnicas laparoscópicas 
abren un nuevo campo de Investigación en la obtenCión 
de lechones de sexo deseado. 

Debido a que las Inseminaciones 
convenCionales se realizan con tres mil millones de esper-
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matozoldes, conseguir esta dosis mediante Cltometría de 
fluJo reque",ia 15 dias de trabajo ininterrumpido. Este fac­
tor limltante hacía impensable la utilización de espermato­
zoides mediante una vra que no fuera la qUirúrgICa. Tras el 
desarrollo de una sonda de InseminaCIÓn Intrauterina pro­
funda (Vázquez et al., 1999; Martlnez et al., 2002b) que 
permltla alcanzar las proximidades de la uniÓn uterotubán­
ca y depoSitar aqui los espermatozoides, se empezaron a 

realizar las primeras inseminaCIones con espermatozoides 
separados mediante Cltometria de flUJO, alcanzándose la 
pnmera gestación por vía no qUirúrgica utilizando 70 millo­

nes de espermatozoides (Vázquez et al. , 2003; Vázquez et 
al., 2004) utilizando protocolos antenormente establecidos 
en cerdas con ovulaCIón InduCIda (Martínez et al., 2001 a) 
u ovulaCIÓn espontánea (Vázquez et al, 2oo1b) El por­

centale de fertilidad estimado se Sitúa en un 39% con una 
prollflCldad de 8,7 lechones cuando se insemina con 70 
millones. mientras que si se Inseminan 140 millones de 
espermatozoides el porcentaje esperado se Sltua en un 
46,6% de qestaClones con un tamaño de camada de 9,9 
lechones (Vázquez et al, 2003). Postenormente y utilizan­
do la mISma metodologla, se ha descrito el naCImiento de 
lechones hembras en Alemania (Rath et al, 2003) . 

CONCLUSIONES 

La técnica de la selección de sexo en 
la especie porCIna mediante Cltometria de flUJO es una rea­
lidad, habiéndose obtenido descendenCIa tras la prodUCCIón 
de embriones In Vltro y su posterior trasferencia o medldrl­

te la InseminaCIÓn de las cerdas. ya sea mediante tecnlcas 

de inseminaCión Intrautenna profunda o mediante Insemi· 
nenon.,.; qwurqlcas. El pnnClpal factor IImltante de esta 
técnica es el elevado costo econÓmiCO de la separaCión . SI 
bien se ha dISminUido drásticamente en los últimos años, y 
esto ha permitido la comerCIalizaCIón de esta tecnología en 

el ganado vacuno, sigue Siendo el precio de prodUCCIÓn ele­
vado para su aplicaCIón extenSiva en el ganado porcino. Sin 
embargo, el empleo de esta tecnologia en animales de alto 
valor genétICO o bajo determinadas condiCIones puede ser 
una rea lidad en lcIS próximos años. 
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